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_ Suscetibilidade dos vírus da gripe aos 
antivirais inibidores da neuraminidase 
em Portugal, 2009-2014
_Introdução
O impacto das epidemias anuais de gripe na morbilidade e mortali-
dade tem sido alvo da maior atenção desde longa data (1). A Orga-
nização Mundial da Saúde (OMS) estima que a gripe é responsável 
por um quarto a meio milhão de óbitos por ano em todo o mundo.
A vacinação continua a ser a principal medida de prevenção contra 
a gripe, mesmo, e apesar, do longo período para a produção da 
vacina e respetiva distribuição pela população. Os antivirais têm 
também uma longa e extensa história no tratamento e prevenção 
da gripe, sendo hoje uma importante opção para o tratamento da 
doença, bem como a medida de prevenção de eleição numa fase 
inicial de uma pandemia (2). O reduzido número de medicamentos 
autorizados para o tratamento da gripe levanta algumas preocupa-
ções, particularmente no que diz respeito às resistências aos anti-
virais (2), sendo, por isso, fundamental o estudo dos mecanismos 
de resistência aos antivirais inibidores da neuraminidase. As muta-
ções constantes do vírus da gripe requerem, também, uma monito-
rização contínua especialmente das já descritas como associadas 
a alterações da suscetibilidade aos antivirais, quer a nível do ambu-
latório, quer a nível hospitalar. A baixa prevalência de resistência ao 
oseltamivir e zanamivir, observada nos vírus da gripe circulantes na 
população humana, não exclui a possibilidade de uma rápida emer-
gência de resistência e, consequente, transmissão e propagação 
destes agentes resistentes na comunidade (3). 
Este trabalho é o mais recente estudo retrospetivo sobre a resistên-
cia do vírus da gripe aos antivirais, conduzido no âmbito do Progra-
ma Nacional de Vigilância da Gripe, depois da pandemia de 2009, e 
reúne a informação de um elevado número de estirpes do vírus da 
gripe, detetados em doentes da comunidade e hospitalizados, de 
todo o território nacional e durante as últimas cinco épocas gripais. 
_Objetivos
Neste trabalho pretendeu-se descrever o perfil de suscetibilidade dos 
vírus da gripe do tipo A e B aos antivirais inibidores da neuraminidase 
(NAI), oseltamivir e zanamivir, em doentes com quadro clínico de sín-
droma gripal (SG) (4), diagnosticados e notificados no âmbito do Pro-
grama Nacional de Vigilância da Gripe entre 2009 e 2014. 
_Material e métodos
As notificações clínicas dos casos SG e as amostras biológicas 
foram enviadas ao Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo 
Jorge (INSA), entre 2009 e 2014, pela Rede de Médicos-Sentinela, 
Rede de Serviços de Urgência/Obstetrícia, médicos participantes 
no projeto EuroEva/I-MOVE e Rede Portuguesa de Laboratórios 
para o Diagnóstico da Gripe, que integram o Programa Nacional 
de Vigilância da Gripe.
A deteção do vírus da gripe foi realizada por RT-PCR em tempo real 
e cultura viral em linha celular MDCK (5). A avaliação da suscetibi-
lidade aos NAI foi realizada no Laboratório Nacional de Referência 
para o Vírus da Gripe e Outros Vírus Respiratórios do Departamen-
to de Doenças Infeciosas do INSA, aplicando métodos de referência 
que incluem os testes fenotípicos para a determinação do IC50 , atra-
vés do ensaio de inibição da neuraminidase, utilizando um substrato 
fluorescente, ácido 2´-(4-methyllumbelliferyl)-a-D-N-acatylneuraminic, 
(MUNANA),  e testes genotípicos, que incluíram a sequenciação ge-
nómica da região codificante do gene da neuraminidase (NA) e a 
pesquisa da substituição H275Y no gene da NA, no vírus influenza 
A(H1)pdm09, por RT-PCR em tempo real (6).
_Resultados
Durante o período do estudo foram avaliadas 357 estirpes dos vírus 
da gripe (206 influenza A e 151 influenza B) pelo ensaio fenotípico 
para a determinação da suscetibilidade ao oseltamivir e zanamivir. 
Foram pesquisadas, em 170 estirpes virais, as substituições asso-
ciadas à resistência aos NAI (7). Em 643 amostras positivas para o 
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vírus influenza A(H1)pdm09 foi pesquisada a substituição H275Y, por 
RT-PCR em tempo real. Os vírus estudados refletem a prevalência do 
tipo/subtipo em cada inverno. O vírus da gripe A(H1)pdm09 predo-
minou nas épocas de 2009/10, 2010/11 e 2013/14, o vírus A(H3) pre-
dominou em 2011/12 e o vírus do tipo B circulou em simultâneo com 
o vírus A(H1)pdm09 em 2010/11 e 2012/13, tendo sido predominante 
nesta última época. 
Os dados da análise fenotípica mostraram diferenças nos valores 
de IC50 medianos de acordo com o tipo/subtipo e o antiviral analisa-
do (Gráficos 1, 2 e 3). Os vírus da gripe do tipo A demonstraram 
uma maior suscetibilidade aos inibidores da neuraminidase, quando 
comparados com os vírus do tipo B. Esta diferença foi mais notória 
relativamente ao oseltamivir.
Os vírus A(H3) mostraram uma maior suscetibilidade ao oseltamivir 
(valores de IC50 entre 0,41 e 0,57nM), quando comparado com o za-
namivir (valores de IC50 entre 0,59 e 0,76nM) (Gráfico 1).
Nos vírus A(H1)pdm09, os valores de IC 50 medianos para os dois 
antivirais em estudo foram muito semelhantes, embora evidenciem 
uma suscetibilidade ligeiramente maior ao zanamivir (Gráfico 2).
Os vírus do tipo B, foram consideravelmente mais suscetíveis ao 
zanamivir (valores de IC50 entre 2,80 e 6,69 nM) que ao oseltamivir 
(valores de IC50 entre 15,14 e 30,73 nM). Esta diferença de suscetibili-
dade para os dois antivirais foi ainda mas evidente quando os valores 
medianos de IC50 foram analisados por linhagem Victoria/Yamagata. 
Os vírus da linhagem Victoria apresentaram suscetibilidade ao osel-
tamivir duas vezes menor, relativamente à linhagem Yamagata, bem 
evidenciada pelos valores de IC50 na época 2010/2011, quando foi 
predominante a circulação dos vírus da linhagem Victoria (Gráfico 3). 
Estes resultados sugerem que a linhagem Yamagata apresentou uma 
maior suscetibilidade ao oseltamivir. 
Para o estudo da suscetibilidade aos antivirais ao longo do tempo, 
foi realizada a análise de acordo com o ano de isolamento da estir-
pe viral (Gráficos 1, 2 e 3). Os resultados mostram uma variação 
de época para época para cada um dos (sub)tipos, não sendo no 
entanto visível uma clara tendência para o aumento dos valores de 
IC 50 ao longo do período do estudo. Os testes fenotípicos permiti-
ram, em 2009/2010, a deteção de um vírus A(H1)pdm09 resistente 
ao oseltamivir, com uma redução de 720 vezes na suscetibilidade 
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Gráfico 1:      Análise dos valores de IC50 (nM) para os vírus da gripe A(H3), por época (2011-2014), 
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A caixa representa os valores entre 
o primeiro e terceiro quarti l. 
O valor mediano está indicado pela 
l inha no interior da caixa. 
Vírus analisados por época: 
n=33 (2011/2012); n=2 (2012/2013); 
n=12 (2013/2014). 
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Gráfico 3:      Análise dos valores de IC50 (nM) para os vírus da gripe B, por época (2010-2014), 







































Osel. Zana. Osel. Zana. Osel. Zana. Osel. Zana.
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A caixa representa os valores entre 
o primeiro e terceiro quarti l. 
O valor mediano está indicado pela 
l inha no interior da caixa. 
Vírus analisados por época: 
n=51(osel.)/48(zana.)(2010/2011);
n=6 (2011/2012); n=90 (2012/2013);
n=4 (2013/2014).
Osel.= oseltamivir; Zana.= zanamivir.
A caixa representa os valores entre o 
primeiro e terceiro quarti l. 
O valor mediano está indicado pela 
l inha no interior da caixa. 
Vírus analisados por época: 
n=25 (2009/2010); n=60 (2012/2013); 
n=73 (2013/2014).
Osel.= oseltamivir; Zana.= zanamivir.
  =A/Lisboa/171/2009 (H1pdm09) 
resistente ao oseltamivir.
Gráfico 2:      Análise dos valores de  IC50  (nM) para os vírus da gripe A(H1)pdm09, por época (2009-2014), 
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ao oseltamivir (IC50=502,48). A este caso estava associada uma his-
tória de tratamento anterior com oseltamivir e de doença crónica 
imunossupressora. Durante a época de 2010/2011 foram identifica-
dos mais 2 vírus A(H1)pdm09 resistentes ao oseltamivir, através dos 
ensaios genotípicos. A um destes casos estava igualmente associa-
do um tratamento prévio com o antiviral, doença crónica imunossu-
pressora e gravidez. Em relação ao outro caso não foi possível obter 
informação clínica e/ou epidemiológica sobre o mesmo.
A análise da região codificante do gene da NA, realizada em 170 
estirpes dos vírus da gripe, incluiu estirpes com valores de IC50 ou-
tliers e wild type. Através desta análise foram identificados 2 vírus 
A(H1)pdm09 com a substituição H275Y, associada à resistência ao 
oseltamivir. Nenhum dos outros vírus analisados, incluindo os ou-
tliers, sofreu alguma substituição de aminoácidos relacionada com 
a redução da suscetibilidade aos antivirais (7). Entre 2009 e 2014 foi 
pesquisada a mutação H275Y por PCR em 643 vírus A(H1)pdm09. 
Esta mutação foi detetada em 3 estirpes virais, o que corresponde 
a 0,5% (3/643) do total dos casos analisados. 
_Discussão e conclusão
Face aos resultados obtidos, não se verificaram alterações graduais 
no perfil de susceptibilidade aos NAI ao longo do período em estudo 
(2009-2014). Foram detetados 3 vírus do subtipo A(H1)pdm09 re-
sistentes ao oseltamivir, dois dos quais em doentes sob terapêuti-
ca antiviral e em situação de imunossupressão. No entanto, não se 
observou a transmissão de estirpes resistentes aos NAI na comuni-
dade. Os resultados dos ensaios laboratoriais evidenciaram que os 
vírus da gripe do tipo A [A(H1)pdm09 e A(H3)] apresentam uma maior 
sensibilidade aos NAI quando comparados com os vírus da gripe do 
tipo B.
Em conclusão, os resultados da vigilância da suscetibilidade dos 
vírus da gripe aos NAI mostram que, na sua grande maioria, os 
vírus em circulação em Portugal são suscetíveis ao oseltamivir e 
zanamivir. No entanto, e devido à elevada variabilidade dos vírus 
da gripe, é de grande importância dar continuidade ao estudo 
da suscetibilidade aos NAI nos atuais e futuros vírus circulantes. 
Constituindo um dos principais objetivos da vigilância da susceti-
bilidade aos antiviriais para os vírus da gripe, é fundamental con-
tinuar a garantir a utilização e integração da informação dos en-
saios fenotípicos e genotípicos, por forma a aumentar a rapidez 
na deteção de vírus resistentes, a identificar novas mutações as-
sociadas à redução da susceptibilidade aos NAI, e permitir a de-
teção da emergência e transmissão de variantes resistentes aos 
antivirais. 
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